Uji Daya Tahan Trypanosoma evansi yang Disimpan Jangka Panjang (24 tahun) dengan Teknik Kriopreservasi by Ekawasti, Fitrine et al.
204 
Uji Daya Tahan Trypanosoma evansi yang Disimpan Jangka Panjang (24 
tahun) dengan Teknik Kriopreservasi 
(Viability Test on Trypanosoma evansi preserved for long-term (24 years) by 
Cryopreservation Techniques) 
Fitrine Ekawasti, Sawitri DH, Wardhana AH, Dewi DA 
Balai Besar Penelitian Veteriner, PO BOX 151, Bogor 16114 
dyah_damanjaya@yahoo.com 
ABSTRACT 
Trypanosoma evansi is a blood protozoa causing Surra disease. Surra is a strategic contagious 
animal diseases which can cause huge economic losses due to mortality, morbidity and treatment is 
expensive. T. evansi is germplasm that need to be preserved as genetic resources that could be used 
for the research program. Cryopreservation technique is a technique that isolates the storage 
potential in the long term in a cryogenic medium such as liquid nitrogen at -196o C which 
theoretically is not limited by time. Evaluation of isolates of T. evansi stored with cryopreservation 
technique is an important stage in the process of conservation of an organism. The purpose of this 
study was to evaluate the viability of T. evansi after being stored for 24 years with cryopreservation 
techniques. 31 isolates of T. evansi stored since 1991 and 1992 used in this study. Based on the 
level of viability, defined five categories, namely random, one positive (+), 2 positive (++),3 
positive (+++), and 4 positive (++++). Each isolate that fall into the category of random and 
positive one (+) must be in repasase, while the isolates that have good viability can reconserved. 
The results showed that endurance T. evansi still good, which is 10 (32%) isolates still have a high 
motility and viability so that it can reconcerved and 21 (68%) isolates showed a decrease in 
motility and viability, isolates decreased endurance successfully rejuvenated up to 100% (grown 
and propagated back in the body of mice and found no dead isolates) and can then be stored by 
cryopreservation techniques. 
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ABSTRAK 
Trypanosoma evansi merupakan protozoa darah penyebab penyakit Surra. Surra adalah 
penyakit hewan menular strategis yang dapat menyebabkan kerugian ekonomi yang besar karena 
mortalitas, morbiditas dan pengobatannya yang mahal. T. evansi adalah plasma nutfah yang perlu 
dijaga kelestariannya sebagai sumber daya genetik yang dapat digunakan bagi program penelitian. 
Teknik kriopreservasi merupakan teknik yang potensial untuk penyimpanan isolat dalam jangka 
waktu yang panjang di dalam media cryogenic seperti nitrogen cair pada suhu -196o C yang secara 
teoritis tidak terbatas oleh waktu. Evaluasi isolat T. evansi yang disimpan dengan teknik 
kriopreservasi adalah tahap yang penting dalam proses konservasi suatu organisme. Tujuan 
penelitian ini adalah untuk mengevaluasi viabilitas T. evansi setelah disimpan selama 24 tahun 
dengan teknik kriopreservasi. Sebanyak 31 isolat T. evansi yang disimpan sejak tahun 1991 dan 
1992 digunakan pada studi ini. Berdasarkan tingkat viabilitas, lima kategori ditetapkan, yaitu 
random, positif 1 (+), positif 2 (++), positif 3 (+++), dan positif 4 (++++). Setiap isolat yang masuk 
dalam kategori random dan positif 1 (+) harus di repasase, adapun isolat yang memiliki viabilitas 
baik dapat direkonservasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa daya tahan T. evansi masih baik, 
yaitu 10 (32%) isolat masih memiliki motilitas dan viabilitas yang tinggi sehingga dapat 
direkonservasi dan 21 (68%) isolat menunjukkan adanya penurunan daya motilitas dan viabilitas, 
isolat yang mengalami penurunan daya tahan berhasil diremajakan hingga 100% (ditumbuhkan dan 
diperbanyak kembali dalam tubuh mencit dan tidak ditemukan isolat yang mati) dan selanjutnya 
dapat disimpan lagi dengan tehnik kriopreservasi. 
Kata Kunci: Isolat, Trypanosoma evansi, Kriopreservasi, Nitrogen cair 
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PENDAHULUAN 
Surra adalah penyakit parasit yang disebabkan oleh Trypanosoma evansi. Parasit ini 
telah tersebar luas di kawasan Asia Tenggara, Afrika dan Amerika Selatan (Jones et al. 
1996; Powar et al. 2006). Penularan penyakit Surra antar hewan terjadi secara mekanik 
melalui gigitan lalat penghisap darah (hematophagus flies) yang mengandung parasit T. 
evansi. Penyakit surra mengakibatkan kerugian ekonomi yang besar karena mortalitas, 
morbiditas dan pengobatannya yang mahal. Penyakit ini merupakan penyakit menular 
yang telah ditetapkan Pemerintah sebagai salah satu penyakit yang termasuk dalam daftar 
Penyakit Hewan Menular Strategis (PHMS) 2013 melalui Keputusan Kementan No 
4026.Kpts./OT.140/3/2013.  
T. evansi dapat menginfeksi berbagai spesies hewan inang termasuk di antaranya 
hewan ternak (kuda, sapi, kerbau, unta, kambing, domba), hewan kesayangan (anjing, 
kucing), hewan laboratorium (mencit, tikus, kelinci) dan hewan liar (badak, gajah). Kuda 
merupakan hewan yang sangat rentan terhadap infeksi parasit ini dengan mortalitas yang 
tinggi. Sedangkan hewan ternak yang lain lebih toleran terhadap infeksi sehingga dapat 
menjadi hewan pembawa parasit (reservoir). Adapun tikus dan mencit merupakan hewan 
percobaan yang sangat rentan terinfeksi T. evansi sehingga digunakan dalam teknik 
inokulasi untuk mendeteksi infeksi subklinis penyakit Surra dan dapat digunakan sebagai 
media untuk perbanyakan T. evansi (OIE 2009). 
T. evansi merupakan plasma nutfah yang perlu dijaga kelestariannya. Towill dan 
Walters (2000) menyatakan bahwa isolat yang dikonservasi bertujuan untuk penyediaan 
bahan bagi program pemuliaan dan penelitian, dapat digunakan  dalam  program  seleksi 
(Danchin-burg & Hiemstra 2003), serta untuk pelestarian sumber daya genetik plasma 
nutfah (Takasi 2000; Fulton 2006).  
Pada awalnya, Balai Besar Penelitian Veteriner (BB Litvet) memelihara beberapa 
isolat T. evansi pada Cavia, tetapi banyak mengalami kendala di antaranya Cavia mati 
sebelum isolatnya dipindahkan ke hewan percobaan lain (Politedy 2004). Teknik 
kriopreservasi mulai diperkenalkan pada tahun 80-an di Indonesia dan dewasa ini sudah 
berkembang, baik dalam penelitian maupun bank gen, penelitian kriopreservasi baru 
dimulai pada tahun 1992 (Sudarmonowati 2000). Sejak tahun 1983, BB Litvet berfungsi 
sebagai laboratorium rujukan T. evansi yang berfungsi untuk memenuhi kebutuhan 
penelitian dalam negeri, baik untuk instansi pemerintah maupun perguruan tinggi di 
Indonesia dan dapat dimanfaatkan secara luas untuk pengembangan iptek dan teknologi. 
Sejak saat itu, teknik kriopreservasi dan perawatan rutin terhadap isolat T. evansi 
dilakukan mengikuti standar yang telah ditentukan (Politedy 2004).  
Hal yang perlu diperhatikan dalam konservasi adalah evaluasi dan rejuvenasi 
(peremajaan). Pada konservasi dengan penyimpanan isolat pada jangka waktu tertentu, 
evaluasi sangat perlu dilakukan untuk mengetahui daya tahan isolat yang telah disimpan 
selama beberapa tahun di dalam nitrogen cair. Isolat-isolat yang telah mengalami 
penurunan viabilitas dilakukan rejuvenasi secara bergilir atau berkala 4-6 tahun sekali 
(Gonzales-Arnao et al. 2008). Rejuvenasi dimaksudkan untuk memperoleh isolat yang 
baru guna mempertahankan kelestariannya (Kurniawan & Yelli 2000).  
Teknik kriopreservasi adalah teknik yang efisien untuk konservasi dengan 
memberikan survival rate yang tinggi (Valerdi et al. 2009). Teknik kriopreservasi 
merupakan teknik yang potensial untuk penyimpanan isolat dalam jangka waktu yang 
panjang di dalam media cryogenic seperti nitrogen cair pada suhu -196 C. Pada suhu yang 
sangat rendah seluruh proses pembelahan sel dan metabolisme berhenti dan isolat 
mengalami konservasi yang secara teoritis tidak terbatas oleh waktu. Masa penyimpanan 
isolat dengan teknik kriopreservasi dapat bertahan hingga 20 tahun (Boediono 2003; 
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Tambunan & Mariska, 2003; Engelmann 2004; Lelu-Walter et al. 2006). Menurut Politedy 
(2004) isolat T. evansi yang disimpan dalam nitrogen cair di laboratorium BB Litvet 
Bogor, mampu bertahan hidup selama 19 tahun 1 bulan.  
Pada penelitian ini akan diuji daya tahan T. evansi hasil koleksi laboratorium 
parasitologi BB Litvet terhadap viabilitas dan motilitasnya setelah penyimpanan jangka 
panjang (24 tahun) dengan teknik kriopreservasi. 
MATERI DAN METODE 
Uji daya tahan dan penghitungan T. evansi 
Sebanyak 31 isolat T. evansi berasal dari koleksi laboratorium parasitologi BB litvet 
yang telah disimpan sejak tahun 1991 dan 1992 dievaluasi daya tahannya dengan 
melakukan pengamatan morfologi untuk melihat viabilitas dan motilitasnya di bawah 
mikroskop. Viabilitas isolat ditandai dengan adanya gerakan flagella T. evansi yang aktif 
(motil). Isolat T. evansi dikeluarkan dari tabung nitrogen cair kemudian di-thawing pada suhu 
kamar hingga media yang membeku menjadi cair. Tabung mikrohematokrit dipecah dan 
media yang mengandung T. evansi diletakkan pada object glass, selanjutnya dilakukan 
pemeriksaan viabilitas dan motilitas T. evansi di bawah mikroskop dengan pembesaran 
400 ×. 
Penghitungan T. evansi dapat dilakukan dengan menggunakan kamar hitung leucocyt 
(Neubauer’s hemocytometer) yang dimodifikasi.  
Teknik rejuvenasi (peremajaan) 
Isolat yang telah diperiksa secara morfologi yang menunjukkan tingkat viabilitas dan 
motilitasnya menurun, maka dilakukan rejuvenasi (peremajaan) dengan tujuan agar tetap 
dapat mempertahankan kelestarian genetik dari plasma nutfah T. evansi tersebut. 
Rejuvenasi T. evansi terdiri atas dua bagian yaitu repasase dan rekonservasi. 
a. Perbanyakan T. evansi (repasase) 
Perbanyakan isolat dilakukan untuk menyediakan sumber inokulan ke hewan 
percobaan (mencit) dan untuk preparasi antigen (OIE 2009). Isolat yang disimpan di dalam 
nitrogen cair dikeluarkan dan di-thawing. Setelah dilakukan pemeriksaan di bawah 
mikroskop untuk melihat tingkat keaktifannya, isolat tersebut diinokulasikan ke dua ekor 
mencit secara intraperitoneal. Tingkat parasetemia diamati dua hari pasca inokulasi dengan 
pengambilan darah melalui vena ekor dan dilakukan pengamatan parasit di bawah 
mikroskop. Biasanya T. evansi dapat terdeteksi pada umur 3-7 hari pascainfeksi. 
Trypanosoma evansi dikoleksi ketika mencapai puncak parasitemia di dalam tubuh hewan 
percobaan dengan cara mengambil darah dari jantung yang ditampung dengan tabung ber-
EDTA (Laha et al. 2008). 
b. Pembuatan stabilat T. evansi (rekonservasi) 
Darah yang mengandung T. evansi hasil koleksi dipindahkan ke dalam tabung reaksi 
kemudian diukur volumenya dan ditambahkan gliserol dengan konsentrasi akhir 7,5% v/v. 
Darah dan gliserol dihomogenkan menggunakan spuit 1 ml kemudian dimasukkan ke 
dalam beberapa tabung hematokrit sebanyak sepertiga bagian dari panjang tabung. 
Masing-masing ujung kapiler dipanaskan di atas nyala api bunsen agar kedua ujung tabung 
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tertutup rapat. Segera setelah proses pemanasan selesai, hasilnya diperiksa di bawah 
mikroskop (perbesaran 400 ×) secara natif untuk mengetahui dampak pemanasan terhadap 
motilitas dan viabilitas T. evansi. Tabung kapiler di masukkan ke dalam tabung 
kriopreservasi 4,5 ml (Nunc) yang sudah diberi nomor identitas. Selanjutnya dilakukan 
proses pendinginan secara bertahap, mula-mula dalam freezer suhu -20oC selama 3 jam, 
kemudian dipindahkan dalam freezer suhu -80oC semalam dan keesokan harinya 
dipindahkan ke dalam leher container nitrogen cair selama 3 jam kemudian 
ditenggelamkan ke dalam nitrogen cair (suhu -196oC). Pada setiap tahapan pendinginan 
dilakukan pemeriksaan jumlah T. evansi terhadap viabilitas dan motilitasnya secara natif. 
Hal ini untuk memastikan bahwa isolat yang disimpan harus dalam keadaan baik. Masing-
masing tabung kriopreservasi (Nunc) yang berisi masing-masing isolat T. evansi dijepitkan 
pada holder-nya. Beberapa holder diletakkan di dalam sebuah cane kemudian masing-
masing cane dimasukkan ke dalam container yang berisi nitrogen cair, setiap isolat dibuat 
duplikatnya (sekitar 20 tabung hematokrit per isolat) dan disimpan pada cane dan 
container yang berbeda untuk mengantisipasi risiko isolat yang hilang atau rusak (Politedy 
2004). 
Parameter dan analisis data 
Parameter yang diamati pada uji daya tahan hidup ini adalah gerakan flagella  
T. evansi pasca penyimpanan selama 24 tahun berdasarkan Adeiza et al. (2010) yang telah 
dimodifikasi sebagai berikut: 
Random (R) : Dalam satu lapang pandang secara acak terlihat 1-2 ekor T. evansi yang 
bergerak. 
+ : Dalam satu lapang pandang secara acak terlihat 5-10 ekor T. evansi yang 
bergerak. 
++ : Dalam satu lapang pandang secara acak terlihat 10-20 ekor T. evansi yang 
bergerak. 
+++ : Dalam satu lapang pandang secara acak terlihat lebih dari 20 ekor T. 
evansi yang bergerak (parasit tidak terlalu padat). 
++++ : Dalam satu lapang pandang secara acak terlihat T. evansi dalam jumlah 
yang banyak dan padat dengan gerakan yang aktif.  
Apabila berdasarkan pemeriksaan isolat tersebut masuk dalam kategori random (R) 
dan positif satu (+), maka dilakukan pasase, yaitu diperbanyak di dalam tubuh hewan coba 
(mencit), selanjutnya dibuat stabilat yang baru untuk disimpan dengan tehnik 
kriopresevasi. Namun jika isolat masih dalam keadaan baik yang ditandai dengan gerakan 
flagella T. evansi yang aktif (positif ++, +++ dan ++++), maka isolat tersebut kembali 
disimpan dalam nitrogen cair (rekonservasi) tanpa dinjeksikan ke hewan coba. Data hasil 
penyimpanan ditabulasikan ke dalam Microsoft Excel dan dianalisis secara deskriptif. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Mutu isolat T. evansi yang telah disimpan ditentukan oleh banyaknya parasit yang 
masih hidup selama penyimpanan dan gerakan flagella yang aktif, serta kemampuannya 
untuk menginfeksi hewan coba (Reinhoud et al. 2000). Sebanyak 31 isolat T. evansi yang 
telah disimpan dengan teknik kriopreservasi di laboratorium Parasitologi BB Litvet-Bogor 
dan dilakukan pemeriksaan (evaluasi) daya tahan T. evansi (Tabel 1). 
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Tabel 1. Hasil uji daya tahan isolat T. evansi yang telah disimpan dengan teknik kriopreservasi 
sejak 1991/1992 sampai 2015 
R
ek
o
n
se
rv
as
i 
(3
2
%
) 
Jumlah 
isolat 
Kode 
isolat 
Status awal Status kini (2015) 
Pemeriksaan 
awal 
Viabilitas Motilitas 
(Viabilitas) 
hasil thawing 
Motilitas 
1 188 1992 +4 Aktif +4 Aktif 
1 186 1992 +4 Aktif +3 Aktif 
3 165 
166 
179 
1991 +3 Aktif +3 Aktif 
4 154 
190 
194 
197 
1992 +3 Aktif +3 Aktif 
1 200 1992 +3 Aktif +2 Aktif 
R
ep
as
as
e 
(6
8
%
) 
3 210 
212 
220 
1992 +3 Aktif +1 
Tidak 
aktif 
3 168 
176 
178 
1991 +3 Aktif R 
Tidak 
aktif 
11 
191 
196 
208 
192 
206 
214 
193 
207 
216 
195 
208 
1992 +3 Aktif R 
Tidak 
aktif 
3 
180 
181 
182 
1991 +3 Aktif Negative 
Tidak 
aktif 
1 187 1992 +3 Aktif Negative 
Tidak 
aktif 
Total  31 
Berbagai teknik telah dikembangkan untuk melihat persentase motilitas secara 
subyektif. Pengujian untuk meyakinkan stabilitas genetik adalah melalui penampakan 
morfologi (Grout 1995). Berdasarkan hasil pemeriksaan morfologi yang dilakukan 
terhadap 31 isolat T. evansi yang telah disimpan selama 24 tahun dengan teknik 
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kriopreservasi menunjukkan bahwa daya tahan T. evansi masih baik, yaitu 10 (32%) isolat 
masih memiliki motilitas dan viabilitas yang tinggi sehingga dapat direkonservasi 
(disimpan kembali) dan 21 (68%) isolat menunjukkan adanya penurunan daya motilitas 
dan viabilitas sehingga harus dilakukan repasase pada mencit. Walaupun demikian tidak 
ditemukan satu isolat pun yang mati dan semua isolat T. evansi yang mengalami 
penurunan daya motilitas dan viabilitas berhasil ditumbuhkan kembali untuk selanjutnya 
dapat disimpan dalam bentuk kriopreservasi. 
Salah satu parameter berhasilnya teknik kriopreservasi adalah T. evansi berhasil 
ditumbuhkan dan disimpan kembali (repasase dan rekonservasi). Keberhasilan teknik 
kriopreservasi tidak hanya ditunjukkan dengan kemampuan hidup regenerasi 
pascakriopreservasi, namun juga ditentukan oleh tingkat stabilitas genetiknya (Tambunan 
& Mariska 2003). Tingkat stabilitas genetik dapat dilihat adanya pertumbuhan dan 
perbanyakan diri secara konsisten. Mutu isolat ditentukan oleh banyaknya individu  
T. evansi yang masih hidup selama penyimpanan dan bergerak aktif serta mampu 
menginfeksi hewan percobaan (Reinhoud et al. 2000). 
Penurunan viabilitas ini diduga karena beberapa faktor, antara lain jenis letak kaleng 
penampung pada posisi yang kurang tepat (tidak terendam sempurna dalam nitrogen cair), 
pembakaran ujung tabung mikrohematokrit yang kurang sempurna, kepadatan populasi  
T. evansi yang tidak merata, dan kurang telitinya dalam melakukan pemeriksaan rutin 
terhadap level nitrogen cair pada masing-masing tabung. Berdasarkan hasil pengecekan 
menunjukkan bahwa isolat-isolat yang diletakkan pada kontainer yang sama dan terendam 
dalam nitrogen cair secara sempurna masuk dalam kategori positif 3 (+++). Sebaliknya, 
isolat-isolat yang peletakannya tidak sempurna di dalam tabung nitrogen cair cenderung 
mengalami penurunan viabilitas. Tambunan & Mariska (2003) menyebutkan bahwa lama 
perendaman dalam proses kriopreservasi merupakan salah satu faktor penting yang 
mempengaruhi keberhasilan tehnik ini. Proses pembekuan yang dilakukan pada penelitian 
ini dilakukan secara bertahap, sehingga isolat-isolat yang disimpan dapat bertahan lama. 
Kualitas darah yang digunakan pada proses kriopreservasi juga berpengaruh terhadap 
mutu isolat yang disimpan. Pada penelitian ini, darah selalu disiapkan dalam bentuk segar 
(kurang dari 24 jam) sehingga diharapkan tidak terjadi kematian atau penurunan daya 
motilitas T. evansi pada tahap berikutnya.  
Perawatan isolat meliputi beberapa tahap, yaitu: (1) monitoring volume nitrogen cair 
dalam tangki dan jika volumenya berkurang dilakukan penambahan nitrogen cair; (2) 
monitoring kualitas isolat dalam periode tertentu; dan (3) pembuatan isolat baru bila 
kualitas isolat kurang baik (rejuvenasi). Dalam implementasinya, teknik kriopreservasi 
memerlukan keterampilan khusus dan nitrogen cair perlu tersedia secara terus-menerus 
(Sudarmonowati 2000), sehingga perlu diperhatikan teknik perawatan yang tepat dalam 
menjaga kelestarian isolat dengan menggunakan teknik kriopreservasi tersebut. 
Penyimpanan dengan cara kriopreservasi mempunyai keuntungan, yaitu lebih efisien dari 
segi biaya, waktu, ruang penyimpanan, dan tenaga (Kostaman & Setioko 2011).  
Teknik kriopreservasi cepat adalah proses pemadatan konsentrasi krioprotektan 
(ekstraseluler maupun intraseluler). Pada teknik ini, sebagian besar air di dalam sel 
dikeluarkan sebelum terjadi pembekuan intraseluler dan digantikan dengan krioprotektan, 
sehingga pada saat pembekuan tidak terbentuk kristal es (Valerdi et al. 2009). Di antara 
beberapa macam mekanisme proteksi, akumulasi karbohidrat terlarut merupakan faktor 
yang paling kuat untuk menghindarkan sel dari kerusakan pada saat pembekuan (Fujikawa 
& Jitsuyama 2000). Untuk menjaga keberhasilan teknik kriopreservasi dalam jangka waktu 
panjang, selain memperhatikan teknik perawatan isolat dalam nitrogen cair, perlu juga 
diperhatikan bahan krioprotektan dalam pembuatan isolat serta adanya duplikasi atau 
cadangan untuk disimpan pada tabung nitrogen cair yang berbeda. 
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KESIMPULAN 
Hasil pemeriksaan daya tahan 31 isolat T. evansi yang telah disimpan selama 24 tahun 
dengan teknik kriopreservasi sebanyak 10 isolat (32%) menunjukkan motilitas dan 
viabilitas yang baik dan 21 isolat (68%) mengalami penurunan motilitas dan viabilitas, 
isolat yang mengalami penurunan daya tahan berhasil diremajakan hingga 100% 
(ditumbuhkan dan diperbanyak kembali dalam tubuh mencit dan tidak ditemukan isolat 
yang mati). 
Untuk menjaga keberhasilan teknik kriopreservasi dalam jangka panjang, selain 
memperhatikan perawatan isolat dalam nitrogen cair perlu juga diperhatikan bahan 
krioprotektan dalam pembuatan isolat dan masing-masing isolat sebaiknya punya duplikasi 
atau cadangan untuk disimpan pada tabung nitrogen cair yang berbeda. 
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